Penapisan Mikroorganisme Penghasil Enzim Selulase

dari Blotong untuk Produksi Bioetanol Generasi Kedua by Angelista, Della Silvy & Tunjung Mahatmanto, STP., M.Si., Ph.D
PENAPISAN MIKROORGANISME PENGHASIL ENZIM SELULASE 
DARI BLOTONG UNTUK PRODUKSI BIOETANOL GENERASI KEDUA 
 
SCREENING OF CELLULASE-PRODUCING MICROORGANISM FROM 
SUGARCANE FILTER CAKE FOR THE PRODUCTION OF SECOND 
GENERATION BIOETHANOL 
 
Della Silvy Angelista 
NIM. 155100501111007 
 


























Jurusan Teknologi Hasil Pertanian 
Fakultas Teknologi Pertanian 
Universitas Brawijaya 















Penulis dilahirkan di kota Jember pada tanggal 29 November 1997 dari ayah 
yang bernama Saiful Kholik S.Pd dan Ibu Lilik Yuliati S.Pd. 
Penulis menyelesaikan pendidikan usia dini di TK Negeri Pembina 1 Kota 
Tarakan pada tahun 2002. Pendidikan sekolah dasar ditempuh di SDN 006 
Tarakan. Penulis melanjutkan pendidikannya di SMPN 3 Tarakan pada tahun 
2009-2010, SMPN 2 Umbulsari kota Jember 2010-2012. Pendidikan Sekolah 
Menengah Atas ditempuh di SMAN 2 Tanggul kota Jember tahu 2012-2015. 
Pada tahun 2015-2019 penulis menempuh pendidikan Strata 1 di Universitas 
Brawijaya Malang, di Jurusan Teknologi Hasil Pertanian. 
Selama masa pendidikan penulis aktif mengikuti kepanitiaan antara lain staff 
muda divisi kewirausahaan HIMALOGISTA periode 2015/2016, staff divisi 
kewirausahaan HIMALOGISTA periode 2016/2017, divisi acara GULALOGISTA 
tahun 2015, staff kesehatan OPJH tahun 2016, divisi konsumsi bazaar 
kewirausahaan Fushion Food tahun 2016, divisi transkoper acara I-Class 
(Inspiration Class) tahun 2016, divisi kesehatan acara Himalogista Cup tahun 
2017. Penulis juga menjadi asisten praktikum teknologi bioproses tahun 2018 


































Segala puji Allah SWT................ 
Karya tulis ini, penulis persembahkan kepada.... 








PERTANYAAN KEASLIAN TUGAS AKHIR 
 
Yang bertanda tangan di bawah ini : 
 
Nama Mahasiswa : Della Silvy Angelista 
NIM   : 155100501111007 
Jurusan  : Teknologi Hasil Pertanian 
Fakultas  : Teknologi Pertanian 
Judul TA  : Penapisan Mikroorganisme Penghasil Enzim Selulase  
dari Blotong untuk Produksi Bioetanol Generasi Kedua 
 
Menyatakan bahwa, 
Tugas Akhir dengan judul di atas merupakan karya asli penulis tersebut di atas. 
Apabila di kemudian hari terbukti pernyataan ini tidak benar saya bersedia 
dituntut sesuai hukum yang berlaku. 
 



















DELLA SILVY ANGELISTA. 155100501111007. Penapisan Mikroorganisme 
Penghasil Enzim Selulase dari Blotong untuk Produksi Bioetanol Generasi 




Selulase merupakan suatu kompleks enzim yang memiliki peran penting untuk 
produksi bioetanol generasi kedua. Selulase mengkatalisis proses hidrolisis 
biomassa lignoselulosa menjadi gula yang akan difermentasi menjadi etanol. 
Selama ini, enzim selulase yang digunakan merupakan produk impor dengan 
harga di pasaran yang mahal, sementara biomassa lignoselulosa yang belum 
dimanfaatkan jumlahnya melimpah. Aplikasi selulase di industri bioetanol mampu 
meningkatkan kualitas hasil dan menurunkan biaya produksi. Penelitian ini 
bertujuan untuk mendapatkan mikroorganisme penghasil selulase dari limbah 
padat hasil produksi industri gula yaitu blotong. 
Pada penelitian ini dilakukan tiga tahapan utama yaitu penapisan 
mikroorganisme penghasil selulase, identifikasi mikroorganisme penghasil 
selulase, dan pengujian aktivitas enzimatis. Metode yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah deskriptif kualitatif, hasil perhitungan aktivitas enzimatis 
dijabarkan secara kuantitatif. Berdasarkan penapisan mikroorganisme penghasil 
selulase yang dilakukan, didapatkan empat koloni positif penghasil selulase. 
Koloni B2.14 memiliki nilai aktivitas enzimatis paling tinggi yaitu 0,0137 U/mL dan 
nilai indeks selulolitik sebesar 1,31. Koloni B2.14 memiliki aktivitas enzimatis 
paling optimal pada hari ke-7 yaitu 0,060 U/mL. Berdasarkan hasil identifikasi 
mikroskopis dengan pewarnaan Gram, B2.14 memiliki bentuk sel bacillus dan 
termasuk gram positif. Metode pemurnian dan karakterisasi diperlukan pada 
tahapan lanjutan sehingga didapatkan enzim selulase dengan karakteristik lebih 
baik. 
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SUMMARY 
Cellulase is a complex enzyme that has an important role in the production of 
second-generation bioethanol. Cellulase catalyzes the hydrolysis of 
lignocellulosic biomass into sugars which will be fermented into ethanol. All this 
time, cellulase enzymes used have a high price, while lignocellulosic biomass 
has not been used abundantly. Cellulase application in the bioethanol industry 
can improve yield quality and reduce production costs. This study aims to screen 
cellulase-producing microorganisms from solid waste produced by the sugar 
industry, namely filter cake 
In this study, three main stages were carried out screening of cellulase-
producing microorganisms, identification of cellulase-producing microorganisms, 
and enzymatic activity assays. The method used in this study is descriptive 
qualitative, the results of the calculation of enzymatic activity are described 
quantitatively. Based on the screening of cellulase-producing microorganisms, 
there are four positive colonies which produced cellulase enzymes. Colony B2.14 
had the highest enzymatic activity value, which is 0,0137 U/mL and the 
cellulolytic index value is 1,31. Colony B2.14 had the most optimal enzymatic 
activity on the 7th day, which is 0,060 U/mL. Based on microscopic identification 
with Gram staining, B2.14 has a bacillus cell form and includes gram-positive. 
Purification and characterization methods are needed at an advanced stage so 
that cellulase enzymes with better characteristics are obtained. 
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1.1 Latar belakang 
Indonesia merupakan negara yang sangat bergantung dengan bahan bakar 
fosil. Sumber energi dengan persentase konsumsi tertinggi di Indonesia antara 
lain minyak bumi, gas bumi dan batu bara. Cadangan minyak bumi dan gas bumi 
di Indonesia terus mengalami penurunan selama 10 tahun belakang, dari tahun 
2008 hingga tahun 2018 dan diperkirakan akan habis 49 tahun mendatang 
(Direktorat Jenderal MIGAS, 2018; Kementrian ESDM, 2017). Keadaan tersebut 
mendorong Indonesia untuk mencari dan mengembangkan sumber energi 
alternatif. Sumber energi alternatif yang potensial dikembangkan di Indonesia 
salah satu contohnya yaitu bioetanol generasi kedua. 
Bioetanol generasi kedua merupakan bioetanol yang diproduksi dari biomassa 
lignoselulosa. Biomassa lignoselulosa merupakan biomassa yang berasal dari 
tumbuhan yang tersusun dari komponen lignin, hemiselulosa dan komponen 
utamanya berupa selulosa (Hermiati dkk, 2010). Penggunaan lignoselulosa 
menjadi bahan baku karena persediaannya yang melimpah, persediannya tidak 
mengganggu komoditi pangan dan pakan, bioetanol yang dihasilkan lebih ramah 
lingkungan, serta penggunaan lignoselulosa berupa limbah akan mengurangi 
pencemaran lingkungan (Kurniawati, 2018). Hidrolisis merupakan tahapan 
penting dalam konversi biomassa lignoselulosa menjadi glukosa yang nantinya 
difermentasi menjadi etanol. 
Hidrolisis selulosa secara enzimatis dengan enzim selulase merupakan 
tahapan yang menjanjikan pada proses produksi bioetanol. Produk hasil 
hidrolisis enzimatis memiliki sifat yang ramah lingkungan, kondisi operasi lebih 
lunak (suhu rendah, pH netral), dan potensi memberikan hasil yang tinggi dan 
efektif (Setyoko dan Budi, 2016). Enzim selulase merupakan kompleks enzim 
yang terdiri dari beberapa enzim spesifik, yang berperan penting untuk produksi 
bioetanol dengan berperan sebagai katalis. Enzim selulase juga memiliki manfaat 
lain selain untuk kebutuhan industri, yaitu aplikasi di bidang lingkungan untuk 
mengatasi pencemaran, bidang farmasi untuk produksi obat-obatan serta bidang 
pangan. Banyaknya aplikasi dan manfaat yang dihasilkan enzim selulase 
berbanding lurus  dengan kebutuhan enzim selulase yang tinggi dan harga enzim 
di pasaran yang mahal. Selama ini, Indonesia melakukan impor enzim untuk 
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dapat memenuhi kebutuhan enzim selulase. Indonesia belum memiliki industri 
produksi enzim buatan lokal, padahal biomassa lignoselulosa yang belum 
dimanfaatkan jumlahnya melimpah (Fitri, 2017).  
Enzim selulase dapat diperoleh dari mikroorganisme dan ruminansia. Enzim 
selulase dihasilkan oleh mikroorganisme berupa bakteri dan jamur.  Produksi 
enzim selulase dari mikroorganisme, diharapkan mampu mengurangi jumlah 
impor enzim. Genus bakteri yang mampu menghasilkan enzim selulase antara 
lain Bacillus, Cellulomonas, Clostridium, Pseudomonas, dan Sporocytophaga. 
Genus jamur yang mampu menghasilkan enzim selulase antara lain Aspergillus, 
Chaetomium, Fusarium, Rhizopus dan Trichoderma. Mikroorganisme penghasil 
selulase dapat diisolasi dari berbagai tempat, salah satunya lingkungan sumber 
selulosa seperti tanah, kayu lapuk, limbah serta biomassa yang memiliki 
kandungan lignoselulosa lainnya. Yuniar (2013), melaporkan berhasil 
mengisolasi kapang penghasil selulase dari tandan kelapa sawit. Rasul et al., 
(2015) berhasil mengisolasi bakteri penghasil selulase genus Bacillus dari 
molase (limbah cair industri gula). Nofu dkk., (2014), telah berhasil mengisolasi  
bakteri penghasil selulase genus Vibrio, Khurtia, dan Micrococcus dari ampas 
tebu kuning. Boonyuen et al., (2014) berhasil mengisolasi jamur penghasil 
selulase genus Aspergillus dan Paecilomyces dari blotong. 
Pada penelitian ini dilakukan seleksi mikroorganisme penghasil selulase dari 
limbah blotong. Blotong merupakan limbah padat industri gula dengan tingkat 
pencemaran tertinggi dibandingkan jenis limbah lain yang dihasilkan industri 
gula. Penggunaan blotong selama ini hanya sebatas untuk pupuk organik. 
Blotong biasanya dibiarkan di lahan terbuka atau dibuang ke sungai sehingga 
menimbulkan pencemaran lingkungan. Kandungan selulosa lebih dari 10% 
melatarbelakangi alasan blotong diasumsikan memiliki potensi sebagai habitat 
mikroorganisme penghasil selulase (Pedro et al., 2010; Rouf et al., 2010). 
Mikroorganisme penghasil selulase akan mendegradasi selulosa pada blotong 
menjadi glukosa yang kemudian digunakan sebagai sumber karbon. Sementara 
ini, di Indonesia belum ada penelitian yang melaporkan tentang seleksi 
mikroorganisme penghasil selulase dari blotong. Pemanfaatan blotong sebagai 
sumber mikroorganisme diharapkan dapat menambah nilai ekonomi dari blotong 
itu sendiri. 
Penapisan dilakukan dengan mengisolasi mikroorganisme penghasil selulase 
dari blotong dengan tujuan untuk memindahkan mikroorganisme tertentu dari 
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suatu lingkungan ke media pertumbuhan spesifik Potato CMC Agar (PCA) dan 
Carboxy Methyl Cellullose Agar (CMCA) dengan metode spread plate. Seleksi 
dengan pewarnaan congo red dilakukan untuk mendapatkan koloni 
mikroorganisme yang positif menghasilkan selulase yang ditandai dengan 
terbentuknya zona bening. Koloni positif penghasil selulase selanjutnya 
dilakukan identifikasi morfologi secara makroskopis dan mikroskopis. Aktivitas 
enzimatis koloni positif penghasil selulase diukur dengan metode CMCase dan 
hasilnya dievaluasi dengan metode DNS. Metode CMCase dilakukan dengan 
tujuan untuk mengukur aktivitas endoglukanase yang merupakan komponen dari 
selulase. Koloni mikroorganisme dengan aktivitas tertinggi akan dilakukan 
karakterisasi pada tahap lanjut. 
 
 
1.2 Rumusan masalah 
1. Mikroorganisme penghasil selulase apa yang terdapat dari blotong? 
2. Bagaimana aktivitas enzim selulase yang dihasilkan oleh mikroorganisme 
penghasil selulase yang diseleksi dari blotong ? 
 
 
1.3 Tujuan penelitian 
Tujuan dari dilaksanakannya penelitian ini yaitu untuk mendapatkan koloni 
mikroorganisme penghasil selulase dengan aktivitas tertinggi dari blotong untuk 
produksi bioetanol generasi kedua. 
 
 
1.4 Manfaat penelitian 
1. Memberikan informasi tentang mikroorganisme penghasil selulase yang 
diseleksi dari blotong 
2. Memberikan informasi terkait aktivitas enzimatis mikroorganisme 
penghasil selulase dari blotong. 
3. Memberikan informasi terkait peluang selulase untuk produksi bioetanol 









2.1 Tempat dan waktu penelitian 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Agrolestari, Lembaga 
Pengembangan Pertanian Berkelanjutan Karangploso, Kabupaten Malang dan 
Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Brawijaya. 
Waktu Penelitian dilaksanakan dari November 2018 sampai dengan April 2019. 
 
 
2.2 Alat dan bahan 
2.2.1 Alat 
Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain botol jar, orbital shaker 
(Amtast), erlenmeyer 50 mL, 100 mL, dan 250 mL (Pyrex) sendok, pipet ukur 
10 mL (Iwaki), pipet ukur 1 mL (Iwaki), bulb, ose, tabung reaksi , belanga, 
kompor, mikropipet 5-50µL (Socorex Swiss), mikropipet 20-200µL (Scilogex), dan 
mikrotip, spreader, spatula, cawan petri (Anumbra dan Sterilplane), kuvet, 
timbangan digital (Camry), mikroskop (103 BN), kaca preparat, kuvet dan 




Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain sampel blotong d yang 
diambil dari Laboratorium Bioteknologi Agrolestari, Lembaga Pengembangan 
Pertanian Berkelanjutan Karangploso. Penelitian ini juga menggunakan bahan –
bahan lainnya seperti plastik wrap, air mineral, akuades, KNO3 (MERCK), 
K2HPO4 (MERCK), MgSO4 (MERCK),  KCl (MERCK), FeSO4 (MERCK), NaCl 
(MERCK), Carboxy Methyl Cellulose (CMC) bubuk (MERCK), ammonium sulfat 
(MERCK), chloramphenicol, ekstrak kentang, serbuk pepton, yeast extract, agar 
teknis, congo red (MERCK), Alkohol 96%, reagen kristal violet, reagen lugol, 





2.3 Prosedur penelitian 
Pada penelitian ini dilakukan seleksi mikrorganisme penghasil enzim selulase 
dari blotong kemudian dilakukan identifikasi koloni mikroorganisme positif 
penghasil enzim selulase. Prosedur penelitian secara garis besar diilustrasikan 

































Pewarnaan Gram Pewarnaan lactophenol 
cotton blue  
Identifikasi mikroorganisme penghasil selulase 
Identifikasi makroskopis  Identifikasi mikroskopis 
Pengukuran nilai indeks selulolitik dengan 
pewarnaan congo-iodin 
Konfirmasi aktivitas enzimatis mikroorganisme penghasil 
selulase dengan metode CMCase dan metode DNS 
Koloni mikroorganisme penghasil selulase 
Penapisan mikroorganisme penghasil selulase 
Uji aktivitas enzimatis mikroorganisme dengan aktivitas 
enzimatis selulolitik tertinggi 
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2.3.1 Penapisan mikroorganisme penghasil selulase 
2.3.1.1 Pembuatan media 
Media yang digunakan pada penelitian ini antara lain Carboxy Methyl 
Cellulose Agar (CMCA), Carboxy Methyl Cellulose Broth (CMCB), Potato CMC 
Agar (PCA), dan Potato CMC Broth (PCB). Komposisi media CMCA maupun 
CMCB antara lain  NaNO3 2 g/L,  MgSO4 0,5 g/L,  NaCl 0,5 g/L,  FeSO4 0,01 g/L,  
KH2PO4 1 g/L, CMC 10 g/L, Agar teknis 20 g/L dan akuades 1 L. Penggunaan 
Agar teknis bersifat kondisional. Komposisi media PCA maupun PCB antara lain 
ammonium sulfat 2 g/L,  FeSO4 0,5 mL/ 100mL, chloramphenicl 10 ppm, Agar 
teknis 20 g/L, dan larutan ekstrak kentang 1 L. Penggunaan Agar teknis bersifat 
kondisional. 
2.3.1.2 Pengambilan sampel, pembuatan stok kultur dan penapisan 
mikroorganisme penghasil selulase 
Prosedur seleksi mikroorganisme penghasil selulase diawali dengan 
pengambilan sampel blotong. Blotong yang digunakan pada penelitian ini berupa 
blotong yang dibiarkan di tanah terbuka dalam waktu lama hingga bertekstur 
padat, menggumpal dan kering. Prosedur penapisan mikroorganisme penghasil 












Gambar 2.2 Sampel blotong (Dokumentasi pribadi) 
 
 
 Sampel blotong yang diambil dalam keadaan berjamur. Alat yang digunakan 
untuk pengambilan sampel dilakukan aseptis terlebih dahulu dengan alkohol 
70%. Sampel ditimbang sebanyak 1 gram dan diinokulasikan ke dalam 25 mL 
media CMCB. Komposisi media CMCB tercantum  pada Lampiran 1. Sampel 
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diinkubasi di atas rollershaker 125 rpm, pada suhu ruang selama 2 hari. Sampel 
selanjutnya dilakukan pengkayaan dengan diambil 1 mL stok kultur 25 mL 
diinokulasikan ke dalam media 50 mL media CMCB. Sampel diinkubasi di atas 
rollershaker selama 7 hari pada suhu ruang. 
Tahapan selanjutnya dilakukan pengenceran bertingkat 10-1 sampai dengan 
10-4 dengan menggunakan media cair berupa 9 mL H2O steril. Sampel sebanyak 
50 µL pada pengenceran 10-2, 10-3 dan 10-4 masing-masing diambil dan 
diinokulasikan ke media CMCA dengan metode spread plate. Semua sampel 
diinkubasi selama 2 hari di suhu ruang. Koloni tunggal dari masing-masing 
pengenceran dipindahkan ke media spesifik Carboxy Methyl Cellulase Agar 
(CMCA) dan Potato CMC Agar (PCA) secara acak. Pemilihan koloni berdasarkan 
karakteristik morfologi dan dikategorikan menjadi dua mikroorganisme yaitu 
jamur dan bakteri. Koloni bakteri diinokulasikan di media CMCA, sedangkan 
koloni jamur diinokulasikan di media PCA. Semua sampel diinkubasi 2-3 hari di 
suhu ruang. Tahapan selanjutnya dilakukan seleksi dengan metode pewarnaan 
congo red. 
Seleksi dengan metode pewarnaan congo red diawali dengan koloni bakteri 
dan jamur masing-masing diinokulasikan di media spesifik pada cawan petri yang 
berbeda, masing-masing koloni dilakukan duplikasi. Perlakuan duplikasi 
berfungsi untuk mempersiapkan stok koloni mikroorganisme yang akan dilakukan 
preservasi dan seleksi. Masing-masing cawan petri berisi koloni mikroorganisme 
selanjutnya diwarnai dengan 3 mL pewarna congo red 1%. Sampel kemudian 
diinkubasi di suhu ruang selama 30 menit. Sampel selanjutnya dilakukan 
pencucian dengan penambahan NaCl 1 M. Pencucian NaCl dilakukan sebanyak 
2 kali dan diinkubasi selama 10 menit. Koloni mikroorganisme terpilih yang 
menghasilkan zona bening, diinokulasi kembali di media spesifik PCA untuk 
dilakukan konfirmasi. 
Tahapan konfirmasi merupakan tahapan yang dilakukan untuk memastikan 
kembali koloni mikroorganisme menghasilkan zona bening atau tidak. Tahapan 
konfirmasi dilakukan dengan metode pewarnaan congo-iodin, kemudian 
dilakukan pengukuran nilai indeks selulolitik dari masing-masing koloni terpilih. 
Koloni mikroorganisme masing-masing ditumbuhkan di media PCA secara 
terpisah dan dilakukan duplikasi. Koloni kemudian diinkubasi pada suhu ruang 
selama 3 hari. Pada hari ke-3 dilakukan pewarnaan congo-iodin. Prosedur 
pewarnaan congo-iodin dimodifikasi berdasarkan penelitian Kasana et al., 
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(2008).  Masing-masing koloni kemudian dilakukan pencucian dengan  NaCl, dan 
diinkubasi di suhu ruang selama 10 menit. Pencucian NaCl dilakukan sebanyak 1 
kali dan selanjutnya dituangkan pewarna iodin secara merata di atas permukaan 
media. Sampel diinkubasi selama 30 detik di suhu ruang, kemudian dilakukan 
dokumentasi. Hasil dari pewarnaan selanjutnya diukur indeks selulolitik masing-
masing koloni mikroorganisme. Pengukuran diameter koloni dan diameter zona 
bening di ukur dengan Microsoft Word dengan cara menarik garis lurus pada 
objek dan diukur panjang garis lurusnya.  
 
 
2.3.2 Identifikasi mikroorganisme penghasil selulase 
Identifikasi mikroorganisme pada penelitian ini dilakukan secara makroskopis 
dan mikroskopis. Identifikasi secara makroskopis dilakukan dengan mengamati 
bentuk koloni, ukuran  koloni, warna koloni, bentuk tepian dan elevasi dari koloni 
bakteri dan jamur. Prosedur identifikasi mikroorganisme penghasil selulase 
dilakukan berdasarkan modifikasi penelitian Putri (2016).  Identifikasi secara 
mikroskopis dilakukan dengan metode pewarnaan lactophenol cotton blue 
(LPCB) dan pewarnaan Gram. 
 
 
2.3.2.1 Pewarnaan lactophenol cotton blue (LPCB) 
Pewarnaan lactophenol cotton blue (LPCB) merupakan metode identifikasi 
secara mikroskopis pada koloni jamur. Prosedur pewarnaan lactophenol cotton 
blue dilakukan berdasarkan modifikasi penelitian Basava et al., (2016).  Langkah 
pertama yang dilakukan yaitu diambil 1 ose koloni jamur secara aseptis. Akuades 
steril selanjutnya diambil 1 tetes dengan menggunakan ose steril dan dibuat 
pulasan sampel. Pulasan didiamkan selama 1 menit sampai kering. Reagen 
lactophenol cotton blue diteteskan pada gelas objek sebanyak 3 tetes. 
Selanjutnya cover glass berisi sampel ditutup dengan kaca preparat dan 
diinkubasi selama 10 menit. Sampel kemudian diamati di bawah mikroskop 





2.3.2.2 Pewarnaan Gram 
Pewarnaan Gram merupakan metode identifikasi mikroskopis untuk koloni 
bakteri. Pada penelitian ini semua koloni mikroorganisme terpilih dilakukan 
pewarnaan Gram. Prosedur pewarnaan Gram dilakukan berdasarkan modifikasi 
penelitian Fitri and Yekki, (2011).  Langkah pertama yaitu dibuat pulasan bakteri 
dengan cara diteteskan akuades steril pada gelas obyek, kemudian diambil 1 ose 
koloni bakteri secara aseptis. Koloni bakteri dilarutkan pada tetesan akuades 
kemudian dibiarkan mengering. Pulasan bakteri selanjutnya difiksasi di atas 
bunsen sebanyak 3 kali. Pewarna Gram A (kristal violet)  diteteskan di atas 
pulasan bakteri sebanyak 3 tetes dan diinkubasi selama 1 menit. Sampel dicuci 
dengan air mengalir untuk menghilangkan pewarna Gram A.  
Sampel selanjutnya diwarnai dengan 3 tetes pewarna Gram B (iodin) dan 
diinkubasi selama 1 menit. Pewarna Gram B selanjutnya dicuci pada air 
mengalir. Sampel kemudian diteteskan 3 tetes pewarna Gram C (alkohol 96%) 
dan diinkubasi selama 1 menit, lalu dicuci dengan air mengalir . Tahap akhir, 
sampel diteteskan 3 tetes pewarna safranin dan diinkubasi 1 menit. Sampel 
selanjutnya diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 1000x. Hasil 
pewarnaan Gram diamati, dianalisa dan didokumentasikan. 
 
 
2.3.3 Pengujian aktivitas enzimatis 
Tahapan pengujian aktivitas enzimatis terdiri dari konfirmasi aktivitas dan uji 
aktivitas enzimatis. Konfirmasi aktivitas enzimatis dilakukan untuk mengetahui 
ada atau tidaknya aktivitas enzimatis koloni mikroorganisme terpilih secara 
kuantitatif. Uji aktivitas enzimatis dilakukan pada koloni mikroorganisme dengan 
indeks selulolitik dan aktivitas enzimatis tertinggi, pada pengujian ini diketahui 
aktivitas enzimatis optimalnya. Tahapan konfirmasi dan uji aktivitas enzimatis 
dilakukan dengan metode CMCase dan metode DNS. Hasil hidrolisis substrat 
CMC pada metode CMCase berupa glukosa yang selanjutnya diukur sebagai 
aktivitas enzimatisnya dengan metode DNS. 
 
 
2.3.3.1 Penentuan panjang gelombang maksimum 
Prosedur penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan berdasarkan 
modifikasi penelitian Putri, (2016).  Penentuan panjang gelombang maksimum 
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diawali dengan pembuatan larutan stok glukosa dengan konsentrasi 1 mg/mL. 
Larutan glukosa dibuat dengan menimbang 0,1 gram serbuk glukosa teknis 
kemudian dilarutkan di dalam 100 mL akuades, dan dihomogenkan dengan 
menggunakan magnetic stirrer hingga serbuk glukosa larut. Tahap selanjutnya 
dibuat 2 mL larutan glukosa standar konsentrasi 0,1 mg/mL dengan cara diambil 
200 µL kemudian ditambahkan 1800 µL akuades. Pengukuran absorbansi 
larutan glukosa standar dilakukan dengan metode DNS. Larutan glukosa standar 
sebanyak 2 mL direaksikan dengan 2 mL reagen DNS. Larutan glukosa standar 
selanjutnya dipanaskan di dalam air mendidih suhu 100C selama 10 menit. 
Larutan glukosa konsentrasi kemudian diukur absorbansinya pada panjang 
gelombang maksimum 510, 515, 520, 525, 530, 545, dan 550 nm. Panjang 
gelombang yang memberikan absorbansi paling tinggi selanjutnya digunakan 
untuk pengujian aktivitas enzimatis. 
 
 
2.3.3.2 Pembuatan kurva standar glukosa 
Prosedur pembuatan kurva standar glukosa dilakukan berdasarkan modifikasi 
penelitian Putri, (2016).  Pembuatan kurva standar glukosa diawali dengan 
tahapan pengeceran larutan  glukosa stok 1 mg/mL menjadi 0,01 mg/mL, 0,04 
mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,10 mg/mL, 0, 13 mg/mL dan 0,16 mg/mL. Masing-masing 
larutan standar dibuat dalam volume 2 mL. Masing-masing larutan standar 
ditambahkan 2 mL reagen DNS dan dipanaskan dalam air mendidih suhu 100C 
selama 10 menit. Absorbansi masing-masing larutan standar selanjutnya diukur 
pada panjang gelombang 530 nm. Kurva standar glukosa diperoleh dengan 
memplotkan konsentrasi larutan glukosa standar (sumbu x) dan nilai absorbansi 
(sumbu y) pada Microsoft excel. Persamaan garis y = ax + b digunakan untuk 
mengetahui konsentrasi glukosa dari sampel 
 
 
2.3.3.3 Konfirmasi aktivitas enzimatis 
Konfirmasi aktivitas enzimatis dilakukan melalui metode Carboxyl Methyl 
Cellulose Assay (CMCase) dan metode DNS. Prosedur konfirmasi aktivitas 
enzimatis dilakukan berdasarkan modifikasi penelitian Irfan et al., (2012), dan 
Nofu dkk., (2014). Tahapan awal konfirmasi yaitu diproduksi ekstrak kasar enzim 
selulase. Koloni mikroorganisme diinokulasikan ke dalam 6 mL media Potato 
11 
 
CMC Broth (PCB). Masing-masing sampel kemudian diinkubasi diatas 
rollershaker pada kecepatan 125 rpm, suhu ruang selama 3 hari. Pada hari ke-3 
dilakukan metode CMCase untuk mengukur aktivitas enzimatis pada masing-
masing koloni mikroorganisme. 
Masing-masing sampel disentrifugasi pada kecepatan 6000 rpm, suhu 40C 
selama 15 menit. Supernatan yang didapat diasumsikan sebagai ekstrak kasar 
enzim. Ekstrak kasar enzim diambil sebanyak 1 mL dan dituangkan ke dalam 
tabung reaksi. Pada setiap perlakuan, sampel dilakukan replikasi sebanyak 3 
kali. Sampel pada masing-masing perlakuan ditambahkan 1 mL sustrat-buffer. 
Substrat-buffer yang digunakan yaitu 1% CMC dalam buffer fosfat 0,05 M, pH 
6,5. Semua sampel kemudian diinkubasi dalam waterbath suhu 50C selama 60 
menit. Aktivitas enzimatis dari sampel selanjutnya diukur dengan menggunakan 
metode DNS. Pada tahapan konfirmasi digunakan kontrol negatif sebagai 
pembanding. Kontrol negatif yang digunakan terdiri dari 1 mL enzim yang 
dipanaskan sebelumnya pada suhu 100C selama 15 menit, kemudian 
ditambahkan 1 mL substrat-buffer. Blanko yang digunakan pada tahapan 
konfirmasi aktivitas enzimatis yaitu 1 mL buffer fosfat 0,05 M, pH 6,5. 
Reagen DNS sebanyak 2 mL direaksikan dengan 2 mL sampel. Sampel 
kemudian dipanaskan dalam air mendidih suhu 100C selama 10 menit. 
Absorbansi sampel diukur pada panjang gelombang 530 nm. Koloni 
mikroorganisme dengan aktivitas enzimatis tertinggi kemudian dilakukan 




2.3.3.4 Uji aktivitas enzimatis 
Tahapan uji aktivitas enzimatis dilakukan hanya pada koloni mikroorganisme 
yang memiliki nilai indeks selulolitik dan unit aktivitas enzimatis tertinggi. 
Prosedur uji aktivitas enzimatis dilakukan berdasarkan modifikasi penelitian Irfan 
et al., (2012), dan Nofu dkk., (2014). Tahapan uji aktivitas enzimatis diawali 
dengan inokulasi 1 ose koloni mikroorganisme ke dalam 75 mL media PCB 
secara aseptis. Sampel kemudian diinkubasi di suhu ruang di atas rollershaker 
kecepatan 125 rpm, selama 9 hari. Pada hari ke-3, 5, 7, dan 9 dilakukan 
pengukuran aktivitas enzimatis. Pada pengukuran, diambil 6 mL stok kultur 
selanjutnya disentrifugasi kecepatan 6000 rpm, suhu 4C selama 15 menit. 
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Supernatan yang didapat diambil sebanyak 3 mL dan dituangkan ke dalam 3 
tabung reaksi, masing-masing sebanyak 1 mL. Sampel kemudian ditambahkan 1 
mL substrat-buffer (1% CMC dalam buffer fosfat 0,05M, pH 6,5). Kontrol dan 
blanko yang digunakan sama dengan prosedur konfirmasi sebelumnya. Sampel 
selanjutnya diinkubasi di dalam waterbath suhu 50C selama 60 menit. Masing-
masing sampel kemudian ditambahkan 2 mL reagen DNS, selanjutnya 
dipanaskan dalam air mendidih suhu 100C selama 10 menit. Absorbansi sampel 
kemudian diukur pada panjang gelombang 530 nm. Pengukuran unit aktivitas 
enzimatis sama dengan tahapan konfirmasi sebelumnya. Berdasarkan 
pengukuran aktivitas enzimatis yang dilakukan, dapat diketahui aktivitas 




























HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
3.1 Penapisan mikroorganisme penghasil selulase 
Hasil dari isolasi mikroorganisme dengan metode spread plate, didapatkan 
132 koloni mikroorganisme yang tumbuh secara terpisah. Langkah selanjutnya 
diambil 100 koloni mikroorganisme secara acak terdiri dari 64 koloni jamur dan 
36 koloni bakteri yang kemudian ditumbuhkan kembali pada media spesifik yaitu 
Potato CMC Agar (PCA) untuk koloni jamur dan media Carboxyl Methyl Cellulose 
Agar (CMCA) Agar untuk koloni bakteri. Masing-masing koloni mikroorganisme 
kemudian dilakukan seleksi dengan pewarnaan congo red sehingga didapatkan 
hasil berupa delapan koloni mikroorganisme yang menghasilkan zona bening. 
Seleksi mikrorganisme penghasil selulase dengan pewarnaan congo red 
dilakukan untuk mengetahui ada atau tidaknya aktivitas enzim selulase dari 
suatu koloni mikroorganisme (Hasanah dan Iwan, 2015). Delapan koloni 
mikroorganisme terpilih dicantumkan pada Tabel 3.1.  
 
 




Bentuk Elevasi Tepian Warna 
J1.2 Tidak beraturan Raised Lobate Putih kehijauan 
J1.29 Tidak beraturan Raised Lobate Putih kehijauan 
J1.30 Bulat Unbonate Serrate Putih kecoklatan 
J1.31 Tidak beraturan Raised Lobate Putih kehijauan 
J1.32 Bulat Unbonate Serrate Putih kecoklatan 
B2.6 Bulat Unbonate Undulate Putih susu 
B2.8 Bulat Raised Entire Putih susu 




Data penelitian pada Tabel 3.1 menunjukkan hasil bahwa koloni 
mikroorganisme penghasil selulase didominasi oleh empat koloni dengan 
karakteristik morfologi yang berbeda. Empat koloni mikroorganisme dengan 
karakteristik morfologi berbeda dipilih untuk kemudian dilakukan pengukuran 
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indeks selulolitik dengan metode pewarnaan congo-iodin. Empat koloni tersebut 
antara lain J1.2, J2.14, B2.6, dan B2.8. Masing-masing koloni ditumbuhkan di 
media PCA pada cawan petri yang berbeda, kemudian dituangkan pewarna 























Gambar 3.1 Hasil pewarnaan congo-iodin, (A1) Koloni J1.2, (A2) Koloni J1.2 setelah 
pewarnaan (B1) Koloni J2.14, (B2) Koloni  J2.14 setelah pewarnaan, (C1) 
Koloni B2.6, (C2) Koloni B2.6 setelah pewarnaan, (D1) Koloni B2.8, (D2) 












Tabel 3.2 Nilai indeks selulolitik empat koloni terpilih hasil pewarnaan congo-iodin 
Nama 
sampel 
Diameter koloni (cm) Diameter zona bening (cm) Indeks 
selulolitik 
J1.2 1,25 1,57 0,26 
J2.14 0,89 2,06 1,31 
B2.6 1,13 1,88 0,66 
B2.8 1,25 1,98 0,58 
 
 
Data hasil penelitian pada Tabel 3.2 menunjukkan bahwa koloni J2.14 
memiliki nilai indeks selulolitik tertinggi yaitu 1,31 dan koloni J1.2 memiliki nilai 
indeks selulolitik terendah yaitu 0,26. Hasil pewarnaan congo-iodin pada 
Gambar 3.1 menunjukkan zona bening dari empat koloni terpilih terlihat dengan 
jelas. Hal tersebut terjadi karena mekanisme adsorbsi pewarna congo red 
dengan konsentrasi 1 % dan iodin di media terjadi dengan baik. Pewarna congo 
red dan iodin yang telah teradsorbsi dengan baik mampu mendeteksi bagian 
media yang telah terhidrolisis komponen selulosanya. Zona bening menunjukkan 
komponen selulosa dalam media telah dihidrolisis oleh enzim selulase menjadi 
senyawa sederhana yaitu selobiosa yang kemudian disederhanakan kembali  
menjadi monomer glukosa.  
Nilai indeks selulolitik koloni J1.2 memiliki persamaan dengan nilai indeks 
selulolitik dari jamur Aspergillus sp. 1 dan Trichoderma sp. 1 yang dieksplorasi 
oleh Sitinjak (2019) dari tanah di bawah tumbuhan raru yaitu sebesar 0,2. 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan Talantan dkk., (2018) diketahui koloni 
JIK5 memiliki nilai yang sama dengan koloni J1.2, koloni JIK13 memiliki nilai 
indeks selulolitik yang sama dengan B2.8 yaitu sebesar 0,5. Daya degradasi 
selulosa terdiri dari kategori rendah apabila nilai indeks selulolitik ≤1, kategori 
sedang antara 1 sampai 2 dan tinggi apabila ≥ 2 (Rudiansyah dkk., 2017). Koloni 
J2.14 memiliki nilai indeks selulolitik yang hampir sama dengan kapang EN3 
yang diisolasi oleh Andhikawati dkk., (2014) yaitu sebesar 1,3. Koloni bakteri 
P1D yang diisolasi oleh Ghimire et al., (2016) dari tanah dan koloni 
Pseudomonas A1 yang diisolasi Astriani (2017) dari tanah kebun pisang juga 
memiliki nilai indeks selulolitik sebesar 1,3. Nilai indeks selulolitik pada 
pewarnaan congo-iodin ini didapatkan dari nilai perbandingan antara diameter 
zona bening dengan diameter koloni mikroorganisme yang diukur melalui 
pengukuran Microsoft Word. 
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Pewarna congo red memiliki struktur molekul yang kompleks yang 
menyebabkan adanya besar gaya tarik molekul antara air dan congo red. Pada 
proses adsorbsi, molekul congo red akan terionisasi dalam bentuk anion. 
Pewarna congo red akan mengalami interaksi kuat pada komponen media yang 
mengandung ikatan -1,4 glikosidik yaitu selulosa. Struktur kompleks dari 
selulosa seperti kristalin dan amorf akan mengadsorpsi pewarna congo red. 
Selulosa yang terhidrolisis menjadi glukosa oleh selulase memiliki struktur yang 
lebih sederhana, sehingga tidak mampu mengadsorpsi pewarna congo red. 
Pencucian media dengan larutan NaCl 1 M berfungsi untuk melunturkan pewarna 
congo red yang tidak teradsorbsi di media sehingga diketahui bagian media yang 
terhidrolisis oleh selulase dengan terbentuknya zona bening.  
Pewarna iodin merupakan pewarna yang berfungsi sebagai indikator ada atau 
tidaknya senyawa polisakarida dalam media Agar. Senyawa polisakarida yang 
menjadi target pada penelitian ini adalah selulosa.  Menurut penelitian yang telah 
dilakukan oleh Gohel et al., (2014) pewarnaan iodin merupakan metode seleksi 
aktivitas selulase pada media Agar yang paling efisien apabila dibandingkan 
dengan pewarnaan coomassie brilliant blue, safranin dan congo red. Selain itu 
pewarna iodin juga mudah ditemukan di pasaran dengan harga terjangkau. 
Pewarna iodin ditambahkan setelah dilakukan pencucian dengan larutan NaCl 
1M. Struktur kompleks dari selulosa akan memperangkap zat warna dari iodin 
dalam waktu singkat. Selulosa tidak memiliki struktur heliks sehingga selulosa 
sukar mengalami interaksi dengan pelarut iodin dan tidak membentuk kompleks 
warna biru kehitaman seperti yang terjadi pada reaksi iodin dengan amilum.   
Zona bening akan tampak pada bagian media yang komponen selulosanya 
telah terhidrolisis karena iodin tidak mampu mendeteksi gula-gula sederhana 
seperti glukosa dan fruktosa (Chemistry, 2019). Pada penelitian ini warna coklat 
kehitaman iodin pada media Agar hanya bertahan selama 10 menit. Hal tersebut 
diduga karena struktur selulosa yang liniear tidak mampu memperangkap 
pewarna iodin dalam jangka waktu lama, hal itu juga berkaitan dengan kuat 
lemahnya interaksi antara iodin dan selulosa yang terjadi (Hollo and Szejtli, 1957; 
Kreze et al., 2002; Tashiro and Marina, 2019). Kombinasi dari pewarnaan congo 
red dan iodin menjadikan perbedaan warna bagian selulosa yang terhidrolisis 
dengan sekitarnya semakin terlihat jelas. 
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3.2 Identifikasi mikroorganisme penghasil selulase 
Tahapan identifikasi dilakukan untuk mengamati morfologi koloni 
mikroorganisme secara makroskopis dan mikroskopis dengan bantuan alat 
mikroskop. Identifikasi morfologi makroskopis dilakukan dengan cara mengamati 
bentuk, ukuran, elevasi, tepian, permukaan serta warna dari empat koloni 
mikroorgaanisme terpilih. Identifikasi morfologi secara mikroskopis koloni 
mikroorganisme penghasil selulase dilakukan melalui metode pewarnaan Gram 
dan pewarnaan lactophenol cotton blue. Pewarnaan Gram merupakan metode 
identifikasi koloni bakteri, sedangkan pewarnaan lactophenol cotton blue 
merupakan metode yang umum digunakan untuk mengidentifikasi koloni jamur. 
Metode pewarnaan Gram dilakukan pada empat koloni mikroorganisme terpilih 
yaitu J1.2, J2.14, B2.6, dan B2.6. Metode pewarnaan lactophenol cotton blue 
dilakukan hanya pada koloni yang diduga jamur yaitu J1.2 dan J2.14. 
 
 
3.2.1 Identifikasi makroskopis mikroorganisme penghasil selulase 
Identifikasi morfologi mikroorganisme penghasil selulase secara makroskopis 
dilakukan dengan cara melakukan pengamatan terhadap beberapa parameter. 
Parameter tersebut antara lain bentuk koloni, permukaan koloni (elevasi), tepi 
koloni/margin, warna koloni dan ukuran koloni. Tahapan identifikasi dilakukan 
dengan menumbuhkan empat koloni mikroorganisme penghasil selulase pada 
media Agar secara terpisah, dan diinkubasi selama 3 hari pada suhu ruang. 
Pada saat koloni berumur 3 hari dilakukan identifikasi morfologi mikroorganisme 
penghasil selulase secara makroskopis dan dilakukan dokumentasi. 
Morfologi koloni mikroorganisme pada media Agar dalam cawan petri menurut 
Sari (2014); Fox et al., (1999); dan Rohmah (2017) antara lain : 
1. Bentuk koloni (dilihat dari atas) : bulat (circular), tidak beraturan (irregular), 
kumparan (spindle) dan pertumbuhan menyebar seperti akar serabut (rhizoid). 
2. Permukaan koloni/elevasi (dilihat dari samping) : rata (flat), timbul-datar 
(raised), timbul-melengkang/cembung (convex), membukit/cembung dengan 
bagian tengah menonjol (unbonate). 
3. Tepian koloni/margin (dilihat dari atas) : utuh (entire), berombak/berlekuk 




4. Warna koloni : keputih-putihan, kelabu, kekuningan, bening, kuning 
kecoklatan dan lain sebagainya. 






















Gambar 3.2 Morfologi secara makroskopis koloni mikroorganisme (A) J1.2, (B) J2.14, (C) 
B2.6, (D) B2.8 
 
 
Tabel 3.3 Karakteristik morfologi secara makroskopis mikroorganisme penghasil selulase 
Nama 
sampel 
Karakteristik morfologi  
Bentuk Elevasi Tepian Warna Diameter 
koloni 
(cm) 
J1.2 Tidak beraturan Raised Lobate Putih kehijauan 1,0 
J2.14 Bulat Unbonate Serrate Putih kecoklatan 0,8 
B2.6 Bulat  Unbonate Undulate Putih susu 0,6 




Berdasarkan data pada Gambar 3.2 dan Tabel 3.3 dapat disimpulkan 
masing-masing koloni mikroorganisme memiliki karakteristik makroskopis yang 
berbeda. Hal tersebut dapat dipengaruhi oleh perbedaan spesies dari masing-
masing koloni. Bakteri dan jamur memiliki perbedaan morfologi secara 
makroskopis maupun mikroskopis. Bakteri merupakan organisme prokariotik, 
sedangkan jamur merupakan organisme eukariotik. 
Jamur dapat dijumpai dalam bentuk kapang dan khamir (yeast). Morfologi 
jamur secara umum bersifat variatif dalam hal ukuran dan bentuk. Kapang 
biasanya memiliki bentuk sel yang besar dan bercabang, memiliki hifa dan spora. 
Khamir biasanya tumbuh sebagai koloni tunggal dan memiliki tepian halus atau 
karakteristik yang hampir sama dengan bakteri (National Institute of Open 
Schooling, 2012). Berdasarkan data hasil yang dicantumkan pada Tabel 3.3 dan 
bentuk koloni pada Gambar 3.2, menunjukkan bahwa koloni J1.2 dan J2.14 
bukan merupakan organisme kapang. Karakteristik kedua koloni tersebut dapat 
dikategorikan sebagai khamir karena tidak memiliki filamen, hifa dan spora.  
Morfologi koloni J1.2 seperti Gambar 3.2 tampak seperti terdiri dari 
mikroorganisme yang tumbuh secara bersamaan sehingga membentuk suatu 
koloni mikroorganisme, ditunjukkan dari warna koloni yang berwarna putih dan 
sedikit kehijauan. Hal tersebut diduga karena koloni mikroorganisme bukan 
merupakan kultur murni. Pada penelitian ini, dilakukan seleksi mikroorganisme 
dengan tujuan mendapatkan koloni mikroorganisme yang dapat menghasilkan 
produk  yang kita inginkan yaitu enzim selulase. Kultur murni adalah suatu kultur 
yang hanya mengandung satu jenis mikroorganisme dengan spesies tertentu. 
Kultur murni merupakan kultur yang sel-sel mikroorganismenya berasal dari 
pembelahan satu sel tunggal. Pengisolasian merupakan salah satu metode yang 
dapat dilakukan untuk mendapatkan kultur murni (Kopertis Wilayah VII, 2014). 
Koloni bakteri B2.6 dan B.8 memiliki persamaan bentuk koloni dan warna. 
Persamaan warna koloni bakteri dipengaruhi oleh zat warna tau pigmen yang 
dihasilkan oleh masing-masing koloni. Persamaan pigmen yang dihasilkan akan 
memberikan efek warna koloni yang sama. Pigmen penghasil warna tersebut 
merupakan hasil dekomposisi asam amino tirosin oleh enzim tirosinase yang 
diekpresikan oleh sel bakteri (Rohmah, 2017). Persamaan dan perbedaan dari 
keempat koloni mikrorganisme penghasil selulase belum cukup digunakan 
sebagai parameter penentu spesies mikroorganisme, sehingga perlu dilakukan 
identifikasi lanjutan seperti identifikasi mikroskopis, fisiologis atau molekuler.  
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3.2.2 Pewarnaan lactophenol cotton blue (LPCB) 
Sel-sel jamur memiliki struktur makroskopis dan mikroskopis. Pewarnaan 
lactophenol cotton blue merupakan metode identifikasi mikroskopis dengan 
pewarnaan sel jamur yang mudah dan umum digunakan. Tahapan identifikasi  
diawali dengan diinokulasi koloni J1.2 dan J2.14 pada media PCA secara 
terpisah. Sampel diinkubasi selama 3 hari di suhu ruang. Masing-masing koloni 
yang berumur 3 hari tersebut diambil sebanyak 1 ose secara aseptis dan 
diletakkan di atas kaca preparat. Metode pewarnaan dilakukan dengan 
meneteskan pewarna lactophenol cotton blue di atas pulasan koloni yang sudah 
disiapkan di atas kaca preparat, kemudian dilakukan pengamatan di bawah 
mikroskop dengan perbesaran 1000x. Komponen cotton blue dari larutan 
pewarna akan mewarnai dinding sel jamur yang tersusun dari kitin sehingga 
mempermudah visualisasi morfologi jamur (Basava et al., 2016).  
 
 
Gambar 3.3 Hasil pewarnaan lactophenol cotton blue, (A) koloni J1.2,(B) koloni J2.14 
pada perbesaran 1000x 
 
 
Berdasarkan hasil pewarnaan lactophenol cotton blue seperti yang 
ditunjukkan pada Gambar 3.3 menunjukkan bahwa bentuk morfologi dari koloni 
J1.2 maupun J2.14 tidak terlihat dengan jelas. Hal tersebut menunjukkan bahwa 
koloni J1.2 dan J2.14 bukan merupakan kapang atau khamir. Pewarna 
lactophenol cotton blue terdiri dari tiga komponen senyawa yaitu fenol, asam 
laktat dan cotton blue. Cotton blue akan mewarnai komponen kitin yang 
merupakan komponen utama dinding sel organisme jamur sehingga 
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morfologinya terlihat lebih jelas dan mudah diamati (UK SMIs., 2019). Pada 
Gambar 3.3 hasil pewarnaan hanya menunjukkan bentuk sel-sel berukuran kecil, 
berjumlah banyak, terdapat agregat-agregat dan tidak menunjukkan bentuk sel 
khamir, hifa ataupun spora. Bentuk sel yang berukuran kecil diasumsikan 
merupakan sel bakteri. Berdasarkan hasil tersebut koloni J1.2 dan J2.14 
dikategorikan sebagai koloni bakteri. Nama koloni J1.2 dan J2.14 selanjutnya 
diganti menjadi B1.2 dan B2.14 mewakili jenis mikroorganisme berupa bakteri. 
Identifikasi mikroskopis dengan pewarnaan Gram diperlukan guna mengetahui 
jenis bakteri koloni B1.2 dan B2.14 secara mikroskopis pada tahap awal. 
Kesalahan identifikasi jenis mikrorganisme yang terjadi, dikarenakan 
kesalahan penulis. Hal tersebut dikarenakan karakteristik morfologi secara 
makroskopis khamir dan bakteri yang hampir sama. Kelemahan pewarnaan 
lactophenol cotton blue adalah metode pewarnaan ini tidak selalu dapat 
mempertahankan bentuk dan struktur asli konidia, filamen, spora dan elemen 
karakterisasi organisme jamur lainnya (UK SMIs., 2019). Lactophenol cotton blue 
juga tidak memberikan hasil berupa perbedaan yang jelas antara sel jamur 
dengan sel tumbuhan (Marques et al., 2013). Keuntungan pewarnaan 
lactophenol cotton blue menurut Parija and Prabhakar (1994), yaitu tahap 
identifikasi tidak memerlukan banyak alat dan waktu yang lama, metode 
pewarnaan singkat, pewarna murah, dan mudah ditemukan. 
 
 
3.2.3 Pewarnaan Gram 
Pewarnaan Gram merupakan metode identifikasi bakteri yang banyak 
digunakan untuk membedakan bakteri gram positif dan gram negatif. Menurut  
Hidayat and Fatri (2012), pewarnaan Gram merupakan metode differential untuk 
mengidentifikasi koloni bakteri dan memilahkan bakteri menjadi kelompok gram 
positif dan negatif. Tahapan pewarnaan Gram dilakukan untuk keempat koloni 
mikroorganisme penghasil selulase. Seperti tahapan identifikasi makroskopis dan 
pewarnaan lactophenol cotton blue sebelumnya, empat koloni mikroorganisme 
penghasil selulase diinokulasi di media PCA dan diinkubasi selama 3 hari, 
kemudian dilakukan pewarnaan Gram. Pulasan bakteri kemudian disiapkan di 
atas kaca preparat dan dilakukan fiksasi. Metode pewarnaan Gram diawali 
dengan meneteskan pewarna kristal violet di atas pulasan sel bakteri yang telah 
difiksasi sebelumnya. Langkah selanjutnya disusul dengan meneteskan pewarna 
iodin, pencucian dengan alkohol 96% dan diakhiri dengan pewarna safranin. 
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Hasil pewarnaan Gram selanjutnya diamati dengan mikroskop dengan 



















Gambar 3.4 Hasil pewarnaan Gram  pada perbesaran 1000x, (A) Koloni B1.2, (B) Koloni 
B2.14, (C) Koloni B2.6, (D) Koloni B2.8 
 
 
Tabel 3.4 Karakteristik mikroskopis mikroorganisme penghasil selulase 
Nama Koloni Karakteristik mikroskopis 
Bentuk sel Gram positif Gram negatif 
B1.2 Spiral -  
B2.14 Bacillus  - 
B2.6 Bacillus -  
B2.8 Streptobacillus -  
 
 
Data hasil pewarnaan Gram yang diamati dengan bantuan alat mikroskop 
pada perbesaran 1000x  seperti Gambar 3.4 menunjukkan bentuk sel dari empat 





berbeda mewakili spesies mikroorganismenya. Pada perbesaran 1000x morfologi 
sel keempat koloni mikroorganisme tampak berukuran sangat kecil dan berjarak 
rapat. Jumlah sel yang banyak dan rapat diduga dipengaruhi oleh kemurnian 
kultur mikroorganisme, namun morfologi sel dari masing-masing koloni memiliki 
bentuk yang seragam.   
Koloni B1.2 memiliki bentuk spiral dan merupakan bakteri gram negatif. Koloni 
B2.14 memiliki bentuk sel bacillus dan merupakan bakteri gram positif. Bakteri 
penghasil selulase yang memiliki karakteristik mikroskopis berbentuk bacillus, 
gram positif sebelumnya pernah dilaporkan oleh Munifah (2017) yaitu 
Stenotrophomonas maltophilia dan Bacillus cereus. Kedua strain bakteri tersebut 
diisolasi dari limbah padat industri agar-agar. Koloni B2.6 memiliki bentuk yang 
sama dengan koloni B2.14 yaitu bacillus, namun merupakan bakteri gram 
negatif. Strain bakteri Pseudomonas sp., Vibrio sp., dan Flavobacterium sp., 
berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Nofu dkk., (2014), diisolasi dari 
ampas tebu kuning memiliki karakteristik yang sama dengan B2.6 antara lain 
bentuk sel bacillus dan gram negatif. Azotobacter spp., merupakan contoh koloni 
bakteri penghasil selulase yang memiliki karakteristik yang sama dengan B2.8 
yaitu memiliki bentuk sel streptobacillus dan merupakan bakteri gram negatif 
(Aung et al., 2016). 
Pewarnaan Gram diawali dengan meneteskan pewarna kristal violet pada 
pulasan bakteri yang telah difiksasi terlebih dahulu. Dinding sel bakteri gram 
positif dan negatif akan memperangkap zat warna dari kristal violet. Pencucian 
dengan air selanjutnya dilakukan dengan tujuan untuk mengurangi kelebihan zat 
warna kristal violet. Pewarna iodin selanjutnya diteteskan pada pulasan bakteri 
untuk memfiksasi pewarna kristal violet yang telah diserap sebelumnya. 
Pemberian iodin akan menghasilkan kompleks warna ungu kehitaman pada 
bakteri. Pulasan bakteri selanjutnya dilakukan penghilangan warna dengan 
alkohol 96%, kemudian diakhiri dengan pemberian warna safranin pada pulasan 
bakteri. Pada bakteri gram positif, dinding sel yang mengandung protein akan 
mengalami dehidrasi karena perlakuan alkohol. Pori-pori dari dinding sel dan 
membran plasma akan mengkerut sehingga pewarna safranin tidak mampu 
diserap. Pada bakteri gram negatif, dinding sel yang tersusun oleh lipid akan 
terekstraksi sehingga meningkatkan permeabilitas dinding sel. Meningkatnya 
permeabilitas menyebabkan kompleks warna kristal violet-iodin akan luntur. 
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Dinding sel yang memiliki pori-pori lebih besar akan membuat warna safranin 
mudah masuk dan diserap oleh bakteri (Hiremath and Parashuram, 2011). 
Perbedaan dasar antara bakteri gram positif dengan negatif terletak pada 
struktur dinding selnya. Dinding sel bakteri gram positif tersusun atas komponen 
peptidoglikan tebal dan kaku. Dinding sel bakteri gram positif juga tersusun atas 
komponen 2 jenis teichoic acid yaitu lipoteic acid dan wall teichoic acid. Lipoteic 
acid dan wall teichoic acid menjangkau lapisan peptidoglikan hingga terhubung 
ke membran plasma.  Dinding sel bakteri gram negatif tersusun atas membran 
luar, peptidoglikan tipis dan membran plasma. Membran luar tersusun atas 
komponen lipopolisakarida, lipoprotein, dan fosfolipid. Komponen peptidoglikan 
yang tipis pada dinding sel, menyebabkan sel bakteri gram negatif lebih rentan 
terhadap kerusakan mekanis (Hiremath and Pasashuram, 2011). Perbedaan 
tersebut juga menimbulkan respon yang berbeda ketika dilakukan pewarnaan 
Gram. 
Hasil perwarnaan Gram menurut Bassiri (2015), dapat dipengaruhi oleh 
ketebalan apusan yang dibuat, konsentrasi, kesegaran dan kualitas pewarna 
Gram, keadaan sel kultur mikrooganisme. Kultur mikroorganisme yang baik untuk 
melakukan metode pewarnaan Gram yaitu kultur mikroorganisme yang sedang 
berada di fase eksponensial. Sel kultur mikroorganisme yang lebih tua akan 
berjumlah banyak dan sering kali bentuk sel pecah dan mati. Bentuk sel yang 
mati dapat mempengaruhi hasil pewarnaan, dimana pewarna safranin masih 
dapat mewarnai sel meskipun bakteri tersebut merupakan bakteri gram positif. 
Bakteri penghasil enzim selulase di alam banyak dijumpai di berbagai 
ekosistem. Bakteri ini dapat diisolasi dari lahan pertanian, tanah gambut, saluran 
pencernaan ruminansia, sel pencernaan rayap dan hewan invertebrata, serasah 
daun dan limbah. Kelompok bakteri penghasil selulase menjadikan komponen 
selulosa sebagai sumber karbon utama bagi pertumbuhannya (Novitasari dkk, 
2012). Genus bakteri yang memiliki aktivitas selulolitik antara lain Acetobacter, 
Bacillus, Clostridium, Cellulomonas, Pseudomonas, Cytophaga, Sarcina, dan 
Vibrio (Munifah, 2017). 
 
 
3.3 Konfirmasi aktivitas enzimatis  
Konfirmasi aktivitas enzimatis dilakukan untuk mengetahui aktivitas enzimatis 
secara kuantitatif dari empat koloni mikroorganisme terpilih yaitu B1.2, B2.14, 
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B2.6, dan B2.8. Metode CMCase dipilih sebagai perlakuan konfirmasi aktivitas 
enzimatis. Metode CMCase merupakan metode pengukuran aktivitas enzimatis 
yang mengukur aktivitas endoglukanase atau CMCase dari enzim dalam 
memecah substrat CMC dalam kondisi dan waktu inkubasi tertentu. Tahapan 
konfirmasi aktivitas enzimatis diawali dengan tahapan penentuan panjang 
gelombang maksimum, pembuatan kurva standar glukosa, metode CMCase dan 
diakhiri dengan metode DNS.  
Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan dengan tujuan untuk 
mengetahui panjang gelombang dimana sampel menunjukkan absorbansi 
maksimal. Kurva standar merupakan standar dari suatu sampel tertentu yang 
digunakan sebagai pedoman atau acuan pada suatu percobaan. Pembuatan 
kurva standar bertujuan untuk mengetahui konsentrasi suatu sampel melalui 
hubungan antara konsentrasi larutan standar dengan nilai absorbansi sampel. 
Panjang gelombang maksimum pada penelitian ini adalah 530 nm. Hasil 






Gambar 3.5 Kurva standar glukosa 
 
 
Prinsip metode CMCase adalah pemecahan substrat CMC oleh enzim 
endoglukanase menjadi monomer glukosa. Glukosa merupakan monosakarida 
yang dapat mereduksi senyawa-senyawa penerima elektron atau dikenal 
sebagai gula reduksi. Aktivitas endoglukanase diukur melalui jumlah gula reduksi 
y = 5,2304x - 0,0701 






















Konsentrasi glukosa (mg/mL) 
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yang ada dalam sampel dengan metode DNS. Aktivitas endoglukanase dianggap 
cukup mewakili aktivitas total enzim selulase.  Metode DNS merupakan metode 
yang paling umum digunakan untuk mengukur kadar gula reduksi. Pada metode 
DNS, sampel direaksikan dengan reagen dinitrosalisilat (DNS) yang akan 
mengoksidasi gula pereduksi yang dihasilkan dari proses degradasi CMC 
(Aryani, 2012).  
Reagen DNS merupakan senyawa aromatis yang akan bereaksi dengan gula 
reduksi pada sampel membentuk senyawa asam 3-amino-5-nitrosalisilat yang 
mampu menyerap radiasi gelombang elektromagnetik. Semakin tinggi 
konsentrasi gula reduksi yang di dalam sampel, maka semakin tinggi pula 
molekul asam 3-amino-5-nitrosalisilat yang terbentuk, sehingga nilai absorbansi 
sampel semakin besar (Muthmainnah, 2018). Adanya komponen gula reduksi 
pada sampel, ditandai dengan perubahan warna kuning sampel menjadi 
kecoklatan hingga jingga kemerahan. 
 
 
Gambar 3.6 Aktivitas enzimatis empat koloni mikroorganisme terpilih 
 
 
Aktivitas enzimatis selulase dinyatakan dalam satuan U/mL. Satu unit aktivitas 
merupakan jumlah enzim yang dibutuhkan untuk melepaskan 1 µmol gula 
reduksi permenit pada kondisi pengujian (Munifah, 2017). Data hasil konfirmasi 
aktivitas enzimatis dari empat koloni mikroorganisme terpilih pada Gambar 3.6 
































0,0137 0,0131 0,0133 
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0,0137 U/mL. Koloni B1.2 memiliki nilai aktivitas enzimatis terendah yaitu 0,0127 
U/mL. Koloni B2.6 memiliki nilai aktivitas enzimatis sebesar 0,0131 U/mL, dan 
koloni B2.8 sebesar 0,0133 U/mL. Berdasarkan data tersebut maka disimpulkan 
keempat koloni mikroorganisme terpilih memiliki nilai aktivitas enzimatis yang 
tidak jauh berbeda. Hal tersebut menunjukkan aktivitas endoglukanase yang 
dimiliki oleh keempat koloni hampir sama.  
Nilai aktivitas enzimatis dari masing-masing koloni masuk dalam kategori 
rendah. Tinggi rendahnya nilai diduga dipengaruhi oleh berbagai faktor 
contohnya kondisi pengujian meliputi konsentrasi substrat, konsentrasi enzim, 
kondisi pH, waktu inkubasi, dan suhu. Kondisi pengujian yang optimal akan 
mendorong keefektivitasan kontak enzim dan substrat sehingga dapat 
dihasilkannya suatu produk (Munifah, 2017; Patel et al., 2014). Kontak enzim 
dengan substrat juga dipengaruhi oleh spesifitas dari substrat. Enzim memiliki 
spesifitas yang tinggi terhadap suatu substrat, dengan substrat yang spesifik 
enzim akan bekerja secara optimal, oleh karena itu diperlukan spesifikasi 
substrat yang sesuai (Aryani, 2012). 
Menurut Sciuto et al., (2017) enzim endoglukanase dapat menghidrolisis 
substrat selulosa berupa CMC dengan memotong ikatan 1,4-glikosidik dari 
berbagai posisi atau secara acak. Hasil hidrolisis tersebut dihasilkan selobiosa, 
selotriosa, selotetraose dan glukosa dalam jumlah yang rendah. Enzim 
eksoglukanase tidak mampu menghidrolisis substrat CMC dalam sampel, hal 
tersebut dikarenakan selobiohidrolase memiliki gugus samping karboksimetil 
yang menghambat selulosa sulit mengarah ke situs aktif selobiohidrolase.  
 
 
3.4 Uji aktivitas enzimatis koloni B2.14 
Koloni B2.14 merupakan koloni yang memiliki nilai indeks selulolitik dan 
aktivitas enzimatis tertinggi dibandingkan dengan tiga koloni terpilih lainnya. 
Koloni B2.14 dilakukan pengujian aktivitas enzimatis untuk mengetahui nilai 
aktivitas enzimatis tertingginya. Produksi ekstrak kasar enzim dilakukan selama 9 
hari, pengujian aktivitas enzimatis dilakukan pada hari ke-3, 5, 7 dan 9. Produksi 
ekstrak kasar enzim dilakukan dengan membuat stok kultur 75 mL, diinkubasi di 
atas rollershaker kecepatan 125 rpm pada suhu ruang. Pada setiap pengujian, 
stok kultur diambil sebanyak 6 mL kemudian dilakukan sentrifugasi 6000 rpm, 
selama 15 menit. Supernatan yang didapat diasumsikan sebagai ekstrak kasar 
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enzim selanjutnya dilakukan metode CMCase untuk dapat mengetahui nilai 
aktivitas enzimatisnya. Metode CMCase dilakukan pada suhu 50C selama 60 
menit. 
 
Gambar 3.7 Hasil uji aktivitas koloni B2.14 
 
 
Data hasil uji aktivitas enzimatis pada Gambar 3.7 menunjukkan nilai aktivitas 
enzimatis tertinggi koloni B2.14 terjadi pada hari ke-7 yaitu 0,060 U/mL. Pada 
hari ke-9 nilai aktivitas enzimatis mengalami penurunan aktivitas yaitu 0,057 
U/mL. Penurunan aktivitas enzimatis diduga berkaitan dengan fase pertumbuhan 
dari koloni B2.14. Pada hari ke-9 diduga koloni B2.14 mulai mengalami fase 
kematian. Aryani (2012) menjelaskan bahwa pertumbuhan mikroorganisme terdiri 
dari fase-fase tertentu fase lag (penyesuaian), fase logaritma (eksponensial), 
fase stasioner, dan fase kematian.  
Berdasarkan fase-fase tersebut diduga koloni B2.14 diduga mengalami fase 
lag pada hari ke-0 hingga hari ke-3. Pada fase ini mikroorgansime mulai 
beradaptasi dengan lingkungan barunya dan kemudian memperbanyak diri 
dengan kecepatan rendah. Sel bakteri mulai mengekspresikan metabolit primer 
berupa enzim dalam jumlah yang sangat rendah yaitu 0,013 U/mL. Pada hari ke-
5, koloni B2.14 mengalami fase logaritma yaitu dimana laju pertumbuhan bakteri 
sangat cepat karena terjadi penggandaan sel bakteri dan peningkatan nilai 




































dapat dipengaruhi oleh sifat genetik dari masing-masing mikroorganisme dan 
kondisi lingkungan (Aryani, 2012). 
Pada hari ke-7 koloni B2.14 mengalami fase peralihan logaritma ke stasioner, 
pada fase ini diduga sel bakteri B2.14 mengekspresikan enzim dengan aktivitas 
paling tinggi. Nilai aktivitas enzimatis koloni B2.14 paling tinggi yaitu 0,060 U/mL. 
Pada hari ke-9 terjadi penurunan nilai aktivitas enzimatis menjadi 0,057 U/mL, 
diduga sel mikroorganisme B2.14 mulai memasuki fase kematian. Di fase ini, 
terjadi keseimbangan jumlah sel hidup dengan sel mati (Aryani, 2019). Kurva 
pertumbuhan dibutuhkan untuk mengetahui fase-fase pertumbuhan 
mikroorganisme dan waktu produksi enzim yang optimal. 
Beberapa studi penelitian tentang aktivitas enzimatis mikroorganisme 
penghasil selulase sebelumnya telah dilaporkan antara lain oleh Munifah (2017), 
yang melakukan isolasi mikroorganisme penghasil selulase dari limbah industri 
agar-agar. Berdasarkan penelitian tersebut dilaporkan isolat bakteri LA45C 
bacillus pumillus dan isolat LA4P bacillus cereus memiliki karakteristik 
mikroskopis yang sama dengan Koloni B2.14. Isolat LA45C bacillus pumillus 
memiliki aktivitas enzimatis optimal pada hari ke-3 yaitu 0,15 U/mL. Isolat LA4P 
bacillus cereus memiliki aktivitas enzimatis optimal pada hari ke-3 yaitu 0,18 
U/mL. Islam and Narayan (2017) melaporkan isolat Paenibacillus sp. (C1) 
memiliki aktivitas enzimatis optimal pada hari ke-1 sebesar 0,98 U/mL. Isolat 
Bacillus sp. (C2) memiliki aktivitas enzimatis pada hari ke-2 sebesar 0,77 U/mL. 
Kedua isolat bakteri tersebut diisolasi dari limbah industri gula.  
Berdasarkan literatur tersebut, aktivitas enzimatis optimal koloni B2.14 
memiliki nilai yang jauh lebih rendah daripada aktivitas enzimatis optimal isolat 
bakteri LA45C bacillus pumillus, isolat LA4P bacillus cereus, Paenibacillus sp. 
(C1), dan Bacillus sp. (C2). Koloni B2.14 memiliki aktivitas enzimatis optimal 
dengan nilai yang lebih tinggi dari pada Bacillus amyloliquefaciens subspesies 
plantarum strain FZB42 yaitu sebesar 0,0043 U/mL (Mulyasari dkk., 2015), isolat 
bakteri 6.2 sebesar 0,0189 U/mL (Seprianto, 2017), serta isolat bakteri 10.1 
sebesar 0,0282 U/mL (Murtiyaningsih dan Muhammad, 2017). Keragaman hasil 
aktivitas enzimatis masing-masing isolat bakteri yang diuji berkaitan dengan 










Selulase merupakan suatu kompleks enzim yang memiliki peran penting untuk 
produksi bioetanol generasi kedua. Selulase mengkatalisis proses hidrolisis 
biomassa lignoselulosa menjadi glukosa yang akan difermentasi menjadi etanol. 
Penelitian tentang seleksi mikroorganisme penghasil selulase diharapkan mampu 
menjadi referensi dalam menangani masalah impor enzim yang selama ini 
dilakukan dengan memproduksi enzim selulase sendiri. Berdasarkan penapisan 
mikroorganisme penghasil selulase dari limbah berupa blotong yang telah 
dilakukan didapatkan empat koloni mikroorganisme penghasil selulase antara 
lain B1.2, B2.14, B2.6, dan B2.8. Koloni B2.14 merupakan koloni mikroorganisme 
penghasil selulase yang memiliki aktivitas enzimatis tertinggi yaitu 0,0137 U/mL 
dan indeks selulolitik tertinggi sebesar 1,31. Koloni B2.14 memiliki bentuk sel 
bacillus dan termasuk bakteri gram positif. Koloni B2.14 memiliki aktivitas 




1. Perlu dilakukan metode isolasi koloni mikroorganisme sehingga didapatkan 
kultu murni. 
2. Perlu dilakukan identifikasi lanjutan secara fisiologis, biokimia dan molekuler 
untuk mengetahui spesies mikroorganisme dari empat koloni mikroorganisme 
yang diperoleh. 
3. Perlu dilakukan pembuatan kurva pertumbuhan untuk mengetahui waktu yang 
tepat untuk produksi bioetanol dari masing-masing koloni mikroorganisme 
penghasil selulase. 
4. Perlu dilakukan optimasi pengujian aktivitas enzimatis koloni mikroorganisme 
terhadap suhu, pH, spesifitas substrat, dan waktu inkubasi. 
5. Perlu dilakukan identifikasi berat molekul enzim selulase melalui metode 
elektroforesis SDS-PAGE dan zimografi. 
6. Perlu dilakukan pemurnian terhadap enzim selulase dengan metode 
presipitasi ammonium sulfat dan kromatografi (HPLC) sehingga didapatkan 
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